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本研究の基礎は、カテコール 2，3-ジオキシグナーゼ (Mpc) とその基質の一つであ
る4-クロロカテコール (4-CC)とからなる我々が見つけた酸素濃度絶対測定系である
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遠心管 (15mL容量)の中で、 100mgのMpcと700mg (乾燥ゲ、ルの重量)の悦syl
Toyopearlとを、 200J.LMの2-HPNOを含む 1Mリン酸カリウム緩衝液 (pH8) 7 mL 
中で4時間、遠心管をゆっくり反転回転させながら室温で反応させる。
この方法で、ゲル 1mL当たり約 15mgのMpcを結合したMpc固定化ゲルが得ら





:日|本ilkT司:矧=g!HIi三:1!H~d~み貯|主主:!iI.:iJmr:iFW;~1高mnlmmHiIi;liI :HrHW!II~: l1 :jiil:ml~:m~::l:~ tIi=Hl i~I~llum:W::Hn:j
佐川IUJ遇制:E!H:唱さImilrum~H~浦市|明記nUH日|相IHHl HJ淵1Unffign~jim~lll~jlfiln:ijil !ln;;I!ドili~mHI:mmi !E;il l! i!!
院lifM住民H税制民II~HlliJE=I:A~nH司法HUWH!I斗l~H;HU;lliliml!!I鮎IWili~îiI :î liH!j H~iil~日!H i! a;I Hl~mb~W::L:HHihiilil:!
MWド附州知事制日湖沼繍H!!rnndrm1t1li抑制!l1駅lmililtij !l~mh四liHilI制!罪隠~lIdil~nB!!binEH!::
Eil!:li:I=:m:Ui:m出HiH月三~1ii~n~~::!ìlg;:m~m.lf.Igl!rHH;H~L日|悶;開制限rnu.llUlU~lml!日tMmn~HlHli!U:割;!lm~m日b1HJII叩1: !t~ 
1J:; If. !t:II;~"\ilH馬nrl:l mlさliU:Himg，出jn~]部淵UgmtiiH部抑制部削除JIj間関nU!I現i脱出mi!HhiE ~llHjj! I~~! l:ilj i~gl ~= 
Ri1WI~illl:HillHili荷btHiiimm~日制mmí\llli和IIIll刷IHlill~n附附側部1II賄側出版制I1羽附!簡|劉limmmmrnllliI Il Unn!:;
1!till!!IW!I:i=ililiH臨I' li1H EII両jWiN;~IW制，.悶悶lIíiliUiHil日開ltI繍iHn事l1Ifilll !lHI!f;1l問制測料開|翻i1H1jm班点l!出II I1i!l il Îl=!
Rnll:m~ln:mIH凶器I~ml:im羽!日制!iìll1ml開制限iUfl!ntl距鵬11削!国際取m繊細l!i~mH閤細目Iml闘;mll!HljIHli;i: l!rln~nHln
1~ilt:ig~m:i ::liHm蹄wnn欄rmmnllli!llll日凶|糊弘lH日|諸制服|脳nnUlit悶UnHhnlmUl1自|現m1il闘限tI副wmnllil!月 II !lUlil! I! !11i1ll
|当日iWlll同部組W.HIIi~1I輔佐11謝nlMMl!I frJU溺i開JrIiiliHnWHJH矧淵i~脳Imllllllll1司ff剛1~111日制附11剖m日!日|矧HHllIl !IH1HU iI
|;聾池lHW1 Uil阻WHl凶閣にIlU¥IW1IWI諮問1言問m制側側主|附棚1tlfil即日l脚!日!制同制|闘|掛H犠lIl!iil!Umiftl:i!
|掛ml1illl~~11! tnl出11網棚週間IURH2WHltl澗附閣!~1I抑制栴胤Il出m胤!幽!聞!醐l綱tlll閣制111m潤|悶IH恥 IIl!i il
|組IUIWi州1同閉mlm当日出n118li悶HUli民Ilmu!号制Il!日捌l酬!酬額1ml溜珊糊iJmH鵬Iml制匹縮!日ml1Wli日;
悶::;:bll:::i隙隙胤凶iliJl!::iUIIL湘場#品品説ìlHl臨時保明lIIH!I~!illql場HHtilLml場IU神ih附I~H刈!物和端ぬi



































































6.6. Mpc -2-ヒドロキシピリジンN-オキシド (2-HPNO)複合体の結晶化と結晶構
造解析





① hanging drop法を使用する。 Dropの量は 10μL、リザーバ緩衝液は1.0mL。
② Mpc濃度:10 mg/ml 
③沈殿剤:1.8-1.9 M硫酸アンモニウム
④緩衝液: 0.1 M Tris-HCl、pH8.0、0.5MNaCl 
⑤緩衝液と試料の両者に O.2mMの 2-HPNOを加える。
⑥ 200Cで静置する。

















Subs仕ate KmA Km02 kcat kcatl KrnA kcatl Km02 
(μM) (μM) (S-I) (M-1s-1) (M-1s -1) 
homoprotocatechuate 7.71 15.4 0.46 6.0 X 104 3.0 X 104 
catechol 3430 387 1.8 5.3 X 102 4.7 x 103 











素は、 900Cで約 1時間インキュベーションしでも失活しない。また、約 600Cで、最大
活性を示す。さらに、空気飽和の緩衝液中に長期間放置してもほとんど失活しないだ
けでなく、過酸化水素に暴露しでも活性を保持する (Mpcは瞬時に失活する)。この
酸化に対する 2価鉄イオン中心の安定性は、T1521の酸素結合部位がMpcよりもかな
り親水性であることと関連していると予想され、現在実験的な証明を進めている。
なお、 T1521はMpcよりも触媒能がかなり低いため、少なくとも通常温度領域では
Mpc-4-CCの代わりとしては使用できない。
7. 今後の展開
本研究で、酸素濃度の制御と絶対測定に必要な基礎的方法を確立できた。しかし、
これらを現実の試料に応用するためには、酸素分子に対して完全遮蔽された還流型反
応装置を作成する必要がある。ミクロ流路をピルトインした装置の開発が他の分野で
も進められているが本研究の成果は、これらのミクロ流路に組み込んで利用するこ
とも原理的に可能で、あり、そのためにも本研究の送液系のミクロ化と大気中酸素分子
からの遮蔽の方法の開発が必要で、ある。
最後に、今回の研究補助金の交付に対し、深く感謝します。
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